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ン耐性を制御する                                               
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(背景) 卵巣癌は女性の癌のなかで 8番目に罹患率が高く、婦人科悪性腫瘍のなかで最も死亡率の高い癌であ
る。白金製剤であるシスプラチンは卵巣癌治療において重要な役割を持ち、一般的にはタキサン製剤と併用さ
れている。卵巣癌は比較的抗癌剤の感受性が高い腫瘍であるが、20％から 30%の症例で治療抵抗性を示す。
また初回治療で腫瘍縮小効果が得られたとしても、数か月から数年の間に 70%の症例で再発し、再発卵巣癌
の多くはシスプラチンに対して耐性を獲得している。シスプラチン耐性獲得による治療抵抗性は卵巣癌の重大
な予後不良因子である。 
(目的) 大規模 siRNA スクリーニングを用いてシスプラチン耐性卵巣癌への新たな治療薬となり得る分子標
的を検討し、それがシスプラチン耐性に関与する機序を解明することを目的とした。 
(方法) シスプラチン抵抗性卵巣癌細胞株である A2780CP において、6550 遺伝子を標的とした small 
interfering RNAs (siRNAs) 大規模スクリーニングを行った。細胞生存率を luminescent cell viability assay
で測定し、siRNAノックダウンと 20% 阻害濃度 （Inhibitory Concentration, IC20）のシスプラチンを併用
した時に細胞増殖を抑制する、すなわちシスプラチンの感受性を高める候補遺伝子群を抽出した。検証実験と
して、スクリーニングに用いたものと異なる配列の siRNA にて候補遺伝子のノックダウンを行い、シスプラ
チンの感受性を最も高める遺伝子を選択した。次に標的遺伝子をプラスミドに導入し、A2780CP、PE04、
TOV112Dの卵巣癌細胞株にトランスフェクションして強制発現させ、シスプラチン処理による細胞生存率の
変化を luminescent cell viability assayで確認した。 
臨床検体においても標的分子がシスプラチン耐性に関わるかを検討するため、public databaseを使用して標
的遺伝子の高発現群と低発現群での卵巣癌の予後を Kaplan-Meiyer 曲線を作成し比較した。また東北大学医
学部の倫理委員会の承認と患者の同意を得たうえで、白金製剤を含む化学療法の奏功群と治療抵抗群とで初回
手術検体の組織免疫染色を行い、標的分子の発現を比較した。 
続いて標的分子がシスプラチン耐性に関与する機序を解明するため、A2780CP、TOV112D 細胞において標
的分子の発現量を変化させ、シスプラチン耐性に関わる既知の様々な経路に関与する蛋白や遺伝子の発現変化
を検討した。シスプラチンの細胞内取り込みと排出の変化の有無は原子吸光分析法を用いて細胞内プラチナ濃
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度を計測することにより検討した。DNA 損傷修復に関わる蛋白や遺伝子の発現の変化は細胞免疫染色やウエ
スタンブロッティング法、定量的 PCR法を用いて検討した。 
(結果) siRNA ハイスループットスクリーニングの結果、30 遺伝子が候補遺伝子として同定された。検証実
験の結果、tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1 (TIE-1) 蛋白をコードする遺
伝子TIE-1 がシスプラチン感受性を高める標的分子として選択された。TIE-1 をA2780CP, PE04, TOV112D 
の 3種類の卵巣癌細胞株で強制発現すると、いずれの細胞株においてもシスプラチン感受性は低下した。 
Public database での解析で、TIE-1 高発現の卵巣癌では低発現よりも 5年生存率が有意に低く、無増悪生存
期間は有意に短く、予後が不良であることが示唆された。また、東北大学医学部産婦人科で手術された患者検
体においても、白金製剤を含む治療に抵抗性を示した群で有意に組織中の TIE-1 発現が高いことが示された。 
 TIE-1 を A2780CP で強制発現したところ、コントロール群と比較してシスプラチンの細胞内濃度には差
を認めず、TIE-1 がシスプラチンの細胞内取り込みや排出機構には関与していないことが示された。 
 TIE-1 を A2780CP で強制発現し、シスプラチン投与後に DNA 二重鎖切断修復のマーカーであるγ
H2AX蛋白の発現を免疫染色とウエスタンブロッティング法で確認したところ、コントロール群と比較してシ
スプラチン投与後の γH2AX 蛋白発現は低かった。このことから、TIE-1 は DNA損傷修復機構を介してシ
スプラチン耐性に関わると考えられた。 
 TIE-1 が DNA 損傷修復機構と関わる機序を解明するため、 シスプラチンが細胞内に取り込まれ、DNA と
結合した際に修復機構として働くヌクレオチド除去修復機構に関わる蛋白の発現を検討した。ヌクレオチド除
去修復機構の最初の反応である DNA 歪曲の認識に関与する xeroderma pigmentosum complementation 
group C (XPC) 蛋白の発現が TIE-1 強制発現に伴い上昇し、TIE-1 ノックダウンに伴い低下していた。以上
の結果から、TIE-1 は XPC 発現を亢進し、XPC は ヌクレオチド除去修復機構を活性化して DNA に結合
したシスプラチンを積極的に除去することによって卵巣癌細胞をシスプラチン耐性へと導く機序が明らかに
なった。TIE-1 ノックダウンは、DNAに結合し複製阻害する作用機序の抗癌剤でのみ感受性を増強した。こ
の結果は TIE-1のシスプラチン耐性に関わる機序が NERに特異的であることを示した。 
 (結論)  TIE-1 はシスプラチン抵抗性卵巣癌に対する新たな治療標的となり得る。 
